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RESUMEN
Se evaluó el uso de abonos foliares comer-
ciales  para  el  cultivo  in  vitro  de  microestacas 
de papa cv. Atzimba, como alternativa de bajo 
costo a las sales minerales de Murashige y Skoog 
(MS). Microestacas de plantas de papa cultivadas 
en medio MS se transfirieron a 5 combinacio-
nes  de  abonos,  2  equiparadas  molarmente  en 
su  composición  al  MS  (AMSF,  AMSF+Intra) 
y  las  otras  3  (MF+Intra,  MF+Micro+Intra, 
MF+Foli+Agro+Intra), ajustadas a los contendi-
dos de N, P, K y Mg del MS. El medio MS se 
incluyó como testigo. En todos los casos se rea-
lizó transferencias mensuales. Durante 5 meses 
se evaluó, semanalmente, la altura de la planta, 
el número de yemas y raíces, clorosis, y, al final 
del 5to subcultivo, el peso fresco. Los mejores 
resultados  se  obtuvieron  con  los  medios  MS, 
AMSF y AMSF+Intra. En los demás se observó 
una disminución gradual del crecimiento de las 
plantas, y un incremento en la clorosis. De las 
formulaciones  con  buenos  resultados,  AMSF 
fue  la  más  barata  (US$0,012  l-1),  seguida  por 
AMSF+Intra (US$ 0,025 l-1), y el MS (US$ 3,411 
l-1). Los resultados obtenidos permiten considerar 
la factibilidad de emplear abonos foliares de bajo 
costo, como reemplazo de las sales minerales de 
alta pureza en la elaboración del medio de culti-
vo MS, para la propagación in vitro de plantas 
de papa cv. Atzimba, al menos por períodos de 
tiempo limitados.
ABSTRACT
Use of commercial foliar fertilizers to 
prepare  in  vitro  culture  media.  The  use  of 
commercial  foliar  fertilizers  was  evaluated  as 
a  low-cost  alternative  to  the  Murashige  and 
Skoog  (MS)  tissue  culture-grade  mineral 
salts, for in vitro culture of potato cv Atzimba 
microcuttings. Five foliar fertilizer formulations 
were evaluated, 2 of them equimolar to the MS 
mineral  salts  (AMSF,  AMSF+Intra)  and  the 
other 3 (MF+Intra, MF+Micro+Intra, MF+Foli 
+ Agro+Intra) adjusted to the N, P, K and Mg 
contents  in  the  MS.  The  MS  prepared  with 
tissue culture-grade mineral salts was included 
as a control. Subcultures were carried out every 
month. Plant height, number of buds and roots, as 
well as chlorosis were evaluated monthly, while 
fresh weight was assessed at the end of the 5th 
subculture. Best results were obtained with MS, 
AMSF  and  AMSF+Intra  culture  media.  In  all 
other media plant growth decrease and chlorosis 
increased. The cost of 1 liter of AMSF medium 
was US$ 0.012, being the cheapest, followed by 
AMSF+Intra (US$ 0.025 l-1) and the MS with 
US$ 3.411 l-1. According to the results of this 
work,  it  is  feasible  to  use  commercial  foliar 
fertilizers  to  replace  the  tissue  culture-grade 
mineral salts normally used in the preparation of 
the MS medium for potato cv. Atzimba, at least 
for limited periods of time.
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INTRODUCCIÓN
La multiplicación de plantas a través de las 
técnicas de cultivo in vitro se ha convertido en 
una herramienta indispensable en la agricultura 
moderna. Gran parte de este éxito se debe al desa-
rrollo, a partir de la década de 1950, de medios 
de cultivo con altos contenidos de sales minerales 
y en particular de amonio (Vasil 2008). Si bien 
se considera que existen 13 elementos esenciales 
para el crecimiento de las plantas, la determina-
ción de los niveles óptimos es compleja (Niedz y 
Evens 2007). En 1962, Toshio Murashige y Folke 
Skoog desarrollaron, basándose en el contenido 
de compuestos inorgánicos de las hojas de tabaco 
(Nicotiana tabacum var. Wisconsin 38), un medio 
de cultivo que permitió el crecimiento y desarro-
llo satisfactorios de callos de tabaco. Luego de 
su  publicación  (Murashige  y  Skoog  1962),  este 
medio, conocido como MS empezó a ser utilizado 
extensivamente en una gran cantidad de especies 
vegetales, a veces muy distantes taxonómicamente 
del tabaco, y en una gran diversidad de estructuras 
vegetales. Gran parte del éxito de este medio, se 
debe a los niveles altos en sales de amonio, fosfato 
y de potasio; los cuales han probado ser críticos 
en los procesos organogénicos de la mayoría de 
especies estudiadas (Hughes 1986, Pierik 1987). 
En la actualidad, el MS es el medio de cultivo 
más utilizado para el cultivo in vitro de plantas 
(George y de Klerk 2008). Esto porque aunque no 
contiene  necesariamente  las  cantidades  óptimas 
para todos los explantes, de las diversas especies 
en que se emplea, la mayoría presentarán cierto 
grado de crecimiento, lo que representa un punto 
de partida (Niedz y Evens 2007). 
Zimmerman et al. (1995) mencionan que el 
costo económico de los diferentes componentes 
de un medio de cultivo, tanto para laboratorios 
de investigación como para los comerciales, es 
un criterio importante en la toma de decisiones. 
Datos  de  la  IAEA  (2004),  indican  que  en  los 
países en vías de desarrollo, el costo de los ingre-
dientes  del  medio  de  cultivo  (sales  minerales, 
azúcar,  agente  gelificante  y  agua),  la  mano  de 
obra, y la energía eléctrica representan de 30-35% 
del costo de producción.
Se han realizado varios intentos para redu-
cir costos en la preparación de medios de cultivo, 
pero  estos  se  han  enfocado  principalmente  a 
sustituir los azúcares y agentes gelificantes por 
fuentes más baratas (Ganapathi et al. 1995, Jain 
y Babbar 2002, Leite et al. 2002, Lucyszyn et 
al.  2006,  2007,  Tyagi  et  al.  2007,  Vieira  et  al. 
2007).  Adicionalmente,  se  ha  buscado  sustituir 
completamente las soluciones nutritivas por otras 
con  menor  contenido  de  nutrimentos,  aunque 
utilizando  productos  con  grado  reactivo.  Un 
ejemplo  lo  presentan  Ganapathi  et  al.  (1995), 
quienes lograron propagar banano, con un éxito 
limitado, al sustituir las sales de MS por las de 
Knop, mucho más pobres en elementos minera-
les. Si bien Hurtado y Merino (1997), consideran 
que la pureza de los ingredientes de un medio 
de cultivo es un factor crítico, y mencionan la 
necesidad  de  que  los  reactivos  utilizados  sean 
de calidad “químicamente pura”, también se ha 
intentado la sustitución completa de medios de 
cultivo clásicos por medios mucho más baratos, 
utilizando fertilizantes foliares para ese fin. En 
este  último  grupo  está  el  trabajo  de  Gutiérrez 
(1996), quien usó el fertilizante 7-6-19 para apor-
tar las sales minerales al medio de enraizamiento 
de  meristemos  de  Cattleya  sp.  Por  su  parte, 
Pollock  y  Oppenheimer  (1999),  utilizaron  el 
fertilizante 20-10-20 en el cultivo de semillas de 
Arabidopsis thaliana, con la finalidad de reducir 
costos.  Sin  embargo,  los  autores  del  presente 
trabajo no conocen ninguna publicación referente 
a la formulación de un medio de cultivo clásico, 
utilizando fuentes más baratas y de fácil acceso 
de elementos minerales. 
La  papa  (Solanum  tuberosum  L.  cv. 
Atzimba)  ha  sido  cultivada  por  varios  años  de 
forma  rutinaria  en  nuestro  laboratorio,  y  se 
ha utilizado como planta modelo para diversas 
evaluaciones. Por ello se conocen muy bien sus 
condiciones de cultivo in vitro. Adicionalmente, 
se desarrolla bien en medio de cultivo desprovisto 
de reguladores de crecimiento.
En vista de lo anterior, el objetivo de este 
trabajo, fue determinar la factibilidad del uso de 
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sustitutos  de  los  macro  y  micronutrimentos  en 
la elaboración de un medio de cultivo, sencillo, 
barato y accesible, que sea alternativo al medio 
de cultivo de Murashige y Skoog (1962) en papa 
cv. Atzimba.
MATERIALES Y MÉTODOS
Este trabajo se realizó en el Laboratorio de 
Biotecnología  del  Centro  de  Investigaciones  en 
Granos y Semillas, Universidad de Costa Rica.
Material vegetal
Los explantes se seleccionaron de plantas 
de  papa  (Solanum  tuberosum  L.  cv.  Atzimba), 
previamente establecidas in vitro, en un medio 
de cultivo MS, formulado con reactivos con alto 
grado de pureza, y reproducidas rutinariamente 
por microestacas. Estas plantas presentaban buen 
crecimiento y ningún síntoma aparente de defi-
ciencia nutricional. Con el fin de garantizar una 
mayor  homogeneidad  del  material  vegetal,  las 
microestacas que se utilizaron (0,5-1 cm de longi-
tud, con 1 yema), se obtuvieron de la parte media 
de las plantas. Este procedimiento se repitió para 
cada subcultivo.
Procedimiento
Cada microestaca se cultivó en un tubo de 
ensayo de 18×150 mm, el cual contenía 7 ml de 
medio de cultivo semisólido.
Se realizaron subcultivos a medio de cul-
tivo  fresco  cada  4  semanas,  durante  5  meses. 
Las  evaluaciones  de  las  diferentes  variables  se 
realizaron semanalmente durante todo el período 
del experimento. Solamente la variable de peso 
fresco se determinó al final del experimento.
Tratamientos
Los tratamientos consistieron en medios de 
cultivo elaborados a partir de productos comer-
ciales (Cuadro 1).
Se estudiaron los siguientes 6 medios de 
cultivo:
1.  MS: Sales minerales formuladas con reac-
tivos con alto grado de pureza y las vita-
minas de Murashige y Skoog (1962); 36,7 
mg.l-1 de la sal ferro-sódica del ácido eti-
lendiamino tetra-acético (Na-Fe EDTA) y 
30 g.l-1 de sacarosa.
2.  MF+Intra: Este medio se preparó equi-
parando,  según  molaridad,  los  macro-
nutrimentos  del  MS  con  los  productos 
comerciales  N.º  8,  9,  10  y  11  (Cuadro 
1).  Las  dosis  empleadas  se  presentan  en 
el  cuadro  2.  Se  utilizaron,  además,  los 
micronutrimentos y vitaminas del MS, así 
como 0,66 ml de Intrafer  ® y 30 g.l-1 de 
sacarosa.
3.  AMSF+Intra:  Este  medio  se  preparó 
equiparando, según molaridad, los macro 
y micronutrimentos del MS con los pro-
ductos comerciales N.º 1, 2, 3, 4, 8, 9, 10, 
11, y 12 (Cuadro 1). Las dosis empleadas se 
presentan en el cuadro 2. Adicionalmente, 
se emplearon las vitaminas del MS, 0,66 
ml de Intrafer ® y 30 g.l-1 de sacarosa.
4.  MF+Micro+Intra: Este medio se preparó 
equiparando, según molaridad, los macro-
nutrimentos  del  MS  con  los  productos 
comerciales N.º 8, 9, 10 y 11 (Cuadro 1). El 
Mg y los micronutrimentos se agregaron 
con el producto comercial N.º 7 (Cuadro 
1). Para ajustar la dosis de este producto, 
se  consideró  únicamente  la  equiparación 
molar  del  Mg  del  producto  comercial, 
respecto de su nivel en el MS. Las dosis 
empleadas  se  presentan  en  el  cuadro  2. 
Adicionalmente,  se  usaron  las  vitaminas 
del MS, 0,66 ml de Intrafer ® y 30 g.l-1 de 
sacarosa.
5.  MF+Foli+Agro+Intra:  Este  medio  se 
preparó  equiparando,  según  molaridad, 
los  macro  nutrimentos  del  MS  con  los 
productos  comerciales  N.º  8,  9,  10  y  11 
(Cuadro 1). El Mg y los micronutrimentos 
se agregaron con los productos comercia-
les N.º 2 y 5 (Cuadro 1). Para ajustar la 
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Cuadro 1.  Composición porcentual de los diferentes elementos en los productos comerciales utilizados en la elaboración de los 
medios de cultivo evaluados.
Composición porcentual
Nombre comercial
Producto 
N.º 
N P2O5 K2O MgO Ca S Fe Cu Zn B Mo Co Mn
Ácido bórico Fedecoop 1 17,71
Agromart Óxido de 
magnesio
2 0,035 16,5 0,002
Coopecide 101  77 FW 3 60,8
Azufre (Productos 
Quiflo)
4  99,97
Foliveex Combi 5 6 7,8 4,5 1,5 0,1 1
Intrafer ® TF  6 *
Micromax Combi 7 18,26 8 1,3 0,65 2 0,5 0,01 0,005 3,1
Nitrato de amonio 8 33,5
Nitrato de potasio, 
CAFESA
9 13 46
Sarefix Nitrato de calcio 10 15,5 19
Super Green 11 20 20 20
S-Z Fedecoop 12 10,21 20,7
* Cada ml contiene hierro aminoquelatado equivalente a 8,55 mg de hierro elemental.
Cuadro 2.  Cantidad (g) del producto comercial utilizada en la preparación de 1 litro de medio de cultivo.
Nombre comercial
Medio de cultivo
MF + Intra AMSF + Intra MF + Micro + Intra
MF + Foli + Agro 
+ Intra
  AMSF
 Super Green 0,4403 0,4403 0,4403 0,4403   0,4403
 Ácido bórico Fedecoop 0,0063   0,0063
 Agromart Óxido de magnesio 0,3646 0,3646 0,109   0,3646
 S-Z CEDECOOP 0,0116   0,0116
 Coopecide 101  77 FW 0,0099   0,0099
 Sarefix Nitrato de calcio 0,6305 0,6305 0,6305 0,631   0,6305
 Nitrato de amonio 1,2015 1,2015 1,2015 1,202   1,202
 Intrafer ® TF  0,66 * 0,66 * 0,66 * 0,66  *
 Nitrato de potasio, CAFESA 1,9429 1,9429 1,9429 1,9429   1,9429
 Azufre (Productos Quiflo) 0,0538   0,0538
 Micromax Combi 0,3294
 Foliveex Combi 0,704
* Corresponde a ml.AZOFEIFA et al.: Abonos foliares en medios de cultivo 153
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equiparación molar del Mg de los produc-
tos comerciales, con respecto de su nivel 
en el MS, el resto de elementos quedaron 
por  añadidura.  Las  dosis  empleadas  se 
presentan  en  el  cuadro  2.  Se  utilizaron, 
además, las vitaminas del MS, 0,66 ml de 
Intrafer ® y 30 g.l-1 de sacarosa.
6.  AMSF: Este medio se preparó equiparan-
do, según molaridad, los macro y micro-
nutrimentos  del  MS  con  los  productos 
comerciales N.º 1, 2, 3, 4, 8, 9, 10, 11 y 12 
(Cuadro 1). Las dosis empleadas se pre-
sentan en el cuadro 2. Se usaron, además, 
las vitaminas del MS, 36,7 mg.l-1 de Na-Fe 
EDTA y 30 g.l-1 de sacarosa.
En todos los casos el pH se ajustó a 5,8 con 
KOH, se agregó 8 g.l-1 de agar (Riedel-de Haën, 
Hannover, Alemania). Los medios de cultivo se 
autoclavaron a 120°C (103 kPa) por 20 min.
Variables evaluadas
Al final de cada subcultivo (4 semanas), se 
evaluó el número de yemas en el brote principal, 
la longitud del brote principal (cm), el número de 
raíces por planta, el número de plantas normales 
(plantas  sin  síntomas  visuales  de  deficiencia 
nutricional,  clorosis,  albinismo  o  necrosis).  El 
peso fresco (g) se midió al final del quinto sub-
cultivo.  Se  utilizó  un  total  de  20  repeticiones 
por tratamiento. Se utilizó la prueba de Duncan 
para comparar los pesos frescos (Statistica 6.0, 
StatSoft, Tulsa, OK, EUA).
Condiciones de cultivo
Durante  el  crecimiento,  los  explantes  se 
mantuvieron  a  una  temperatura  de  24°C,  con 
un  fotoperiodo  de  12  h  luz  (10,9  µmol.m-2.s-1, 
Sylvania Supersaver Cool White, 32 W, F48T12/
CW/SS).
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Preparación de los medios de cultivo
La  preparación  de  todos  los  medios  de 
cultivo fue igual de laboriosa, tanto en aquellos 
en los que se usaron las sales minerales con alta 
pureza, como en los que se utilizaron los ferti-
lizantes foliares. Sin embargo, la compra de los 
productos comerciales no revistió mayor dificul-
tad ni requirió de permisos, tiempo o trámites 
engorrosos, como ocurre con la adquisición de 
productos  puros  o  de  grado  reactivo,  especial-
mente si es necesario importarlos.
Durante la preparación de los medios de 
cultivo, se observó una alta solubilidad de la gran 
mayoría de los productos comerciales empleados 
en su formulación (Cuadro 3). 
Pierik (1987), indica que uno de los proble-
mas más frecuentes, durante la elaboración de un 
medio de cultivo, es la formación de precipitados 
cuando se combinan las diferentes sales minera-
les. El azufre (Productos Quiflo) no se disolvió 
adecuadamente y presentó una cantidad impor-
tante de partículas sólidas de diferente tamaño 
en  suspensión,  que  se  consideraron  impurezas. 
En los productos Micromax Combi y nitrato de 
amonio  también  se  observaron  impurezas:  par-
tículas y cristales de diferente tamaño, así como 
segmentos  del  recubrimiento  del  fertilizante, 
todas insolubles. 
En estos casos, es importante considerar 
que dentro de la formulación del producto comer-
cial, además del elemento nutritivo, se adicionan 
ingredientes inertes para acondicionar y mejorar 
su eficiencia en las aplicaciones normales en el 
campo. Un ejemplo es el uso de diatomita en el 
recubrimiento  externo  de  algunos  fertilizantes 
(Bertsch 1995). En este experimento, la existencia 
de  estos  aditivos,  probablemente,  se  evidenció 
como impurezas. 
En  la  etiqueta  del  producto  Micromax 
Combi, se indica que está formulado con micro-
nutrimentos metálicos completamente quelatiza-
dos; los cuales no son compatibles con productos 
fuertemente  alcalinos  o  aquellos  que  contienen 
microelementos  metálicos,  en  forma  de  sulfato 
u óxido, lo cual pudo haber causado los precipi-
tados. Bertsch (1995) indica que, en general, se 
debe evitar la mezcla de sales que contengan Ca 
con fertilizantes que tienen S (sulfatos) y fosfato, 
sales de Mg con fosfatos y fuentes de P con Zn 
que no sea en forma de quelatos.AGRONOMÍA COSTARRICENSE 154
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Otro inconveniente se observó con el uso 
del Metalosato de hierro 250 CC Fol. Este pro-
ducto, luego de ser agregado al medio de cultivo 
favoreció  la  formación  de  precipitados,  lo  que 
obligó al uso de otra fuente de Fe (Intrafer ® TF, 
producto farmacéutico). Hughes (1986), menciona 
que algunas formas de Fe, como citrato y tartrato, 
son difíciles de disolver y precipitan con mucha 
facilidad durante la preparación del medio de cul-
tivo. Ello ha motivado el uso de compuestos de Fe 
quelatado, que presentan mayor solubilidad en el 
medio de cultivo y una mayor absorción por parte 
de  las  estructuras  vegetales.  La  utilización  del 
Na-Fe EDTA como la fuente de Fe, en el medio 
de cultivo, ha permitido una menor formación de 
precipitados que las sales con sulfato y cloruro 
(Pierik 1987).
Basándose  en  los  resultados  anteriores, 
se  puede  indicar  que  resulta  fundamental  con-
siderar el grado de pureza y solubilidad de los 
fertilizantes, así como su compatibilidad química, 
cuando son mezclados durante la elaboración de 
un medio de cultivo particular, y que es necesario 
hacer pruebas de compatibilidad y precipitación 
cuando se use productos nuevos.
En el cuadro 4 se presentan los valores de 
pH antes del ajuste y el grado de transparencia e 
impurezas, observados en los medios de cultivo, 
luego de ser preparados, pero antes de añadir el 
gelificante.  Se  puede  notar  que  los  valores  del 
pH  son  particularmente  bajos  (≈3,45)  para  los 
medios que incluyeron al Intrafer ® TF en su pre-
paración. El medio AMSF presentó un pH (5,78), 
ligeramente superior al del MS (5,42), pero muy 
similar al pH ajustado de los medios de cultivo 
(5,7-5,8), usado para favorecer la disponibilidad 
de algunos nutrimentos al explante (Thorpe et al. 
2008). En este caso, el medio AMSF se aproximó 
a este valor sin necesidad del ajuste. Debe notarse 
que visualmente no se observaron precipitados. 
Bertsch  (1995),  menciona  que  los  fertilizantes, 
según su composición, pueden acidificar o basifi-
car el medio. Fertilizantes amoniacales, como el 
sulfato de amonio, la urea y el fosfato de amonio, 
Cuadro 3.  Solubilidad, formación de precipitados o presencia de impurezas (partículas sólidas en suspensión) de los productos 
comerciales empleados en la elaboración de los medios de cultivo.
Producto comercial Solubilidad* Observación
Ácido bórico Fedecoop Alta Sin problemas en el uso
Agromart Óxido de magnesio Alta Sin problemas en el uso
Coopecide 101  77 FW Alta Sin problemas en el uso
Azufre  (Productos Quiflo) Media Presentó impurezas
Foliveex Combi Alta Sin problemas en el uso
Intrafer ® TF Alta Sin problemas en el uso
Metalosato de hierro 250 CC Fol Baja Formó precipitado
Micromax Combi Alta Presentó impurezas
Nitrato de amonio Alta Presentó impurezas
Nitrato de potasio, CAFESA Alta Sin problemas en el uso
Sarefix Nitrato de calcio Alta Sin problemas en el uso
Super Green Alta Sin problemas en el uso
S-Z Fedecoop Alta Presentó impurezas
* Escala cualitativa de solubilidad; alta, media y baja, basada en la apariencia visual de las disoluciones.AZOFEIFA et al.: Abonos foliares en medios de cultivo 155
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son considerados de reacción ácida, mientras que 
el nitrato de sodio, el nitrato de calcio y el nitrato 
de potasio son de reacción básica. Algunos, como 
el nitrato de amonio, son relativamente neutros, lo 
mismo que los fertilizantes potásicos y el super-
fosfato triple.
Se observó que los medios MS y AMSF 
presentaron una apariencia translúcida, sin impu-
rezas  en  el  primero  y  escasas  en  el  segundo. 
Los  demás  medios  presentaron  una  apariencia 
ligeramente café–rojiza, debida probablemente al 
Intrafer ® TF, con algunas impurezas. Si bien el 
autoclavado puede facilitar la formación de preci-
pitados (Ramage y Williams 2002), en los medios 
preparados no se evidenció su presencia.
Variables de crecimiento
Número de yemas en el brote principal
Los medios de cultivo AMSF, MS y AMSF 
Intra presentaron el mayor número de yemas en el 
brote principal en los 5 subcultivos realizados, sin 
que se observara diferencias significativas entre 
ellos, con excepción del medio AMSF+Intra en 
el cuarto subcultivo, que presentó una disminu-
ción significativa del número de yemas formadas 
(Figura 1).
Los medios MS y AMSF presentaron un 
comportamiento muy similar entre ellos para esta 
variable. Pollock y Oppenheimer (1999), tampo-
co observaron diferencias en el crecimiento de 
Cuadro 4.  Valores de pH antes del ajuste, transparencia e impurezas observadas luego de preparado el medio de cultivo.
Medio de cultivo pH antes del ajuste Grado de transparencia Impurezas
MS 5,42 Transparente Ninguna *
MF + Intra 3,45 Ligeramente café – rojizo Algunas impurezas
AMSF + Intra 3,46 Ligeramente café – rojizo Algunas impurezas
MF + Micro + Intra 3,46 Ligeramente café – rojizo Algunas impurezas
MF + Foli + Agro + Intra 3,47 Ligeramente café – rojizo Algunas impurezas
AMSF 5,78 Transparente Escasas impurezas
* Escala cualitativa visual: Ninguna (valor mínimo), escasas, algunas, muchas (valor máximo).
Fig. 1.   Número de yemas presentes en plantas de papa, al final de cada subcultivo, según el tipo de medio de culti-
vo  (en  los  subcultivos  4  y  5  no  se  continuó  con  la  evaluación  de  los  medios  MF+Intra,  MF+Micro+Intra,  y 
MF+Foli+Agro+Intra).
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plantas de Arabidopsis, al cultivarlas en un medio 
suplementado con el fertilizante comercial 20-10-
20, comparado con lo obtenido en el medio MS.
En  el  caso  de  los  medios  MF+Intra, 
MF+Micro+Intra, y MF+Foli+Agro+Intra, si bien 
no  presentaron  diferencias  significativas  en  el 
primer subcultivo, con los medios MS, AMSF y 
AMSF+Intra,  en  los  subcultivos  posteriores,  se 
observó una disminución continua y significativa, 
tanto en el número de yemas como en el creci-
miento, particularmente en el tercer subcultivo. 
Esta baja respuesta motivó que se descontinuara 
el uso de los medios MF+Intra, MF+Micro+Intra, 
y MF+Foli+Agro+Intra a partir del cuarto subcul-
tivo. Una posible explicación a esta disminución 
del número de yemas puede deberse a que los 3 
medios mencionados se caracterizaron por pre-
sentar bajos niveles de B y de Cu, en comparación 
con los medios MS, AMSF y AMSF+Intra. 
Aunque menos estudiados que los macro-
nutrimentos, el papel de los micronutrimentos es 
fundamental para el buen desarrollo de plantas in 
vitro (Ramage y Williams 2002, Kothari-Chajer 
et al. 2008), y en el caso del B se ha demostrado 
su  importancia  para  la  actividad  meristemática 
(George y de Klerk 2008). De igual forma, los 
niveles de Cu son importantes en la formación 
de  tallos  (Ramage  y  Williams  2002).  Por  lo 
tanto,  es  posible  que  niveles  de  Cu  menores, 
en  los  medios  MF+Intra,  MF+Micro+Intra,  y 
MF+Foli+Agro+Intra  afectaran  el  desarrollo  y 
formación de yemas.
Longitud del brote principal
La respuesta observada al evaluar la lon-
gitud del brote principal fue similar a la obte-
nida con el número de yemas (Figura 1). Los 
medios de cultivo MS y AMSF presentaron los 
valores más altos en los 4 primeros subcultivos, 
con valores entre 7 y 9 cm (Figura 2). En el quin-
to subcultivo los valores máximos ocurrieron en 
el AMSF+Intra, y MS, con aproximadamente 6 
cm.  No  obstante,  considerando  los  promedios 
y  la  desviación  estándar,  a  excepción  del  4to 
subcultivo,  no  existió  diferencia  entre  estos  2 
medios.
Al igual que en la variable anterior, los 
medios de cultivo MF+Intra, MF+Micro+Intra, 
y MF+Foli+Agro+Intra presentaron los valores 
más  bajos.  Estos  fueron  decrecientes  del  pri-
mer  al  tercer  subcultivo,  especialmente  en  el 
MF+Foli+Agro+Intra, y en el MF+Micro+Intra. 
Las plantas que se desarrollaron en estos medios 
presentaron  de  1-3  nudos  en  el  eje  principal, 
pero no hubo elongación del entrenudo. La res-
puesta  observada  sugiere,  como  en  la  sección 
anterior,  que  la  presencia  de  bajos  niveles  de 
Fig. 2.   Longitud del brote principal en plantas de papa, al final de cada subcultivo, según el tipo de medio cultivo (en los sub-
cultivos 4 y 5 no se continuó con la evaluación de los medios MF+Intra, MF+Micro+Intra y MF+Foli+Agro+Intra).
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algunos microelementos afectan el crecimiento 
del  tallo  (Ramage  y  Williams  2002,  Kothari-
Chajer et al. 2008).
Raíces por planta
Los  medios  MS  y  AMSF  presentaron, 
en  todos  los  subcultivos,  los  mayores  valo-
res  promedio  en  cuanto  al  número  de  raíces 
por  planta,  sin  diferencias  significativas  entre 
ambos (Figura 3). Nuevamente, para esta varia-
ble,  los  medios  MF+Intra,  MF+Micro+Intra,  y 
MF+Foli+Agro+Intra  presentaron  los  valores 
más bajos. El medio MF+Intra presentó, en pro-
medio, aproximadamente 2 raíces por planta en 
el primer subcultivo, en los siguientes decreció 
a  1  por  planta.  Debe  recordarse  que  en  cada 
subcultivo  se  seccionaron  microestacas  y  por 
lo tanto se eliminaron las raíces presentes. Una 
disminución  mayor  se  observó  con  los  medios 
MF+Foli+Agro+Intra y el MF+Micro+Intra, los 
cuales  pasaron  de  aproximadamente  1,5  raíces 
por planta a menos de 0,5 en el mismo intervalo 
de tiempo. Al igual que para la parte aérea, se 
ha observado que bajos niveles o una deficiencia 
de B restringe el desarrollo radical (George y de 
Klerk 2008).
Plantas normales
Los  medios  de  cultivo  MS,  AMSF  y 
AMSF+Intra, presentaron la mayor cantidad de 
plantas sin síntomas de deficiencias nutricionales, 
clorosis,  albinismo  o  necrosis  (Figura  4).  Para 
el MS y el AMSF se obtuvo 100% de plantas 
normales, desde el primero hasta el cuarto sub-
cultivo,  inclusive.  En  el  quinto  subcultivo  este 
número  decreció  en  un  10  y  25%,  respectiva-
mente. El medio AMSF+Intra, con excepción del 
cuarto subcultivo, también presentó valores altos, 
superiores a 80% de plantas normales. Gribble 
et al. (2002), observaron que plántulas creciendo 
continuamente en un mismo medio, por varios 
subcultivos, pueden llegar a desarrollar proble-
mas nutricionales. Ello sugiere la necesidad de 
transferir periódicamente las plantas a un medio 
diferente, con el fin de reducir efectos desfavora-
bles al crecimiento.
Fig. 3.   Número  de  raíces,  presentes  en  plantas  de  papa,  al  final  de  cada  subcultivo,  según  el  tipo  de  medio  de  cul-
tivo  (en  los  subcultivos  4  y  5  no  se  continuó  con  la  evaluación  de  los  medios  MF+Intra,  MF+Micro+Intra,  y 
MF+Foli+Agro+Intra).
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La  totalidad  de  las  plantas  de  papa, 
cultivadas  en  los  medios  MF+Micro+  ntra  y 
MF+Foli+Agro+Intra,  presentaron  clorosis  en 
el tercer subcultivo, menor altura y raquitismo. 
Por su parte, en el medio de cultivo MF+Intra, el 
número de plantas normales para el mismo perío-
do,  fue  >70%.  No  obstante,  estas  plantas  tam-
bién mostraron raquitismo y escaso crecimiento. 
Debido a ello, los materiales creciendo en estos 3 
medios fueron descartados y no se continuó con 
la evaluación de los mismos.
Se  ha  visto,  en  el  caso  de  híbridos  de 
Eucalyptus, que el desarrollo de clorosis en plan-
tas in vitro puede ser el resultado de desbalances 
minerales en el medio, en particular de altos nive-
les de K y de P, los cuales pueden causar una defi-
ciencia fisiológica de Fe (Gribble et al. 2002). 
Es importante resaltar, que aunque se trató 
de ajustar, de la mejor manera el tipo y concen-
tración de los productos empleados en la prepara-
ción de los medios de cultivo, con la composición 
del  medio  MS,  siempre  existen  impurezas  o 
trazas de otros elementos (por ejemplo cloruros 
y sodio) que no se consideran en el cálculo, o por 
efecto de la formulación del producto comercial 
son imposibles de obviar. Estas impurezas o tra-
zas de elementos pueden influir en la nutrición, 
metabolismo  ó  fisiología  del  explantes  (Taiz  y 
Zeiger 2006, Roussos et al. 2007). 
Peso fresco
Las  únicas  plantas  que  llegaron  hasta  el 
quinto subcultivo, momento en que se determinó 
el peso fresco, fueron, como se indicó anterior-
mente, las cultivadas en los medios AMSF, MS, y 
AMSF+Intra, sin que se presentaran diferencias 
significativas  entre  ellas  (p≤0,05).  Djurdjina  et 
al. (2001), encontraron, en el caso del híbrido de 
cereza  Inmil  GM9,  que  valores  de  peso  fresco 
mayores, correlacionaron con una mayor absor-
ción de macroelementos en los tallos y por ende 
en su crecimiento y multiplicación. Esto proba-
blemente ocurrió, en el caso de los cultivos de 
papa, para los 3 medios que mejor respondieron. 
Aunque  no  significativo,  es  interesante  notar 
que a pesar de que las plantas cultivadas en el 
AMSF+Intra presentaron en el quinto subcultivo 
los valores más altos para las variables longitud y 
número de yemas, así como el segundo valor en el 
número de raíces, para la variable de peso fresco 
Fig. 4.   Plantas de papa libres de síntomas de clorosis, necrosis o albinismo, al final de cada subcultivo, según el medio de 
cultivo empleado (en los subcultivos 4 y 5 no se continuó con la evaluación de los medios MF+Intra, MF+Micro+Intra, 
y MF+Foli+Agro+Intra).
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presentaron el menor (Figura 5). Esto podría ser 
atribuido a los niveles de Fe que contiene este 
medio, ya que en Citrus sinensis el peso fresco 
de los cultivos disminuyó conforme se incremen-
taron los niveles de este elemento (Niedz y Evens 
2007).
Costos
Considerando  el  valor  de  mercado  de 
los productos comerciales y reactivos (macro y 
micronutrimentos), empleados en la elaboración 
de las soluciones nutritivas, se encontró que la 
formulación más barata fue el medio AMSF, con 
un valor de US$ 0,012 l-1 de medio, posteriormen-
te siguió el medio AMSF+Intra, con de US$0,025 
l-1 y, finalmente, el MS, con US$3,411 l-1. Para 
este último dato se utilizó el valor de catálogo del 
año 2007 de los productos SIGMA–ALDRICH 
M5524-1L y E6760-100G.
Realizando un balance entre las diferentes 
variables  evaluadas,  se  puede  indicar  que  los 
mejores  resultados  se  obtuvieron  con  el  medio 
MS,  y  en  aquellos  medios  de  cultivo  que  se 
equipararon  molarmente  con  el  mismo  (AMSF 
y AMSF+Intra). En los demás medios se obser-
vó,  durante  el  transcurso  de  los  subcultivos, 
una disminución gradual del crecimiento de las 
plantas aunado a un incremento en la aparición 
de clorosis.
Los  resultados  obtenidos  permiten  con-
siderar  el  uso  de  fertilizantes  foliares,  como 
reemplazo a las sales minerales de alta pureza, 
empleadas  normalmente  en  la  elaboración  del 
medio  de  cultivo  MS,  al  menos  por  períodos 
de tiempo limitados o en un esquema de alter-
nancia con el MS. Como no se observaron dife-
rencias  significativas  entre  las  formulaciones 
AMSF+Intra y AMSF, con respecto al medio MS, 
puede considerarse que el medio AMSF sería el 
más adecuado como alternativo del MS, por su 
menor costo económico.
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